









18-21 ОКТЯБРЯ 2016 Г.
            
416 
Сохранение жизнеспособности клеток микроводорослей при замораживании.
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Одним из методов сохранения микроводорослей является хранение клеток в
замороженном состоянии. Данный метод обеспечивает долгосрочное хранение культур с
подержанием высокой жизнеспособности. Снижение температуры приводит к замедлению
всех биохимических процессов, протекающих в организме. При использовании этого метода
консервации довольно редки генетические изменения, а культуры микроорганизмов,
сохраняемые таким способом, оказываются менее поврежденными и имеют более высокий
уровень жизнеспособности, чем при высушивании и лиофилизации [1]. Использование
защитных веществ, в качестве протекторов, позволяет сохранить их длительное время и
увеличить количество жизнеспособных клеток. Цель работы изучить жизнеспособность
клеток микроводорослей разных таксономических отделов сохраняемых в морозильной
камере длительное время.
Материалы и методы
Объектами исследования были штаммы водорослей Tetraselmis viridis (штамм IBSS–25), 
Porhpyridium purpureum (штамм IBSS–70), Chlorella vulgaris f. suboblonga - (штамм IBSS– 19) 
сохраняемые в отделе биотехнологии и фиторесурсов  ИМБИ РАН.
Микроводоросли культивировали в накопительном режиме, при постоянном
круглосуточном освещении и автоматическом перемешивании с использованием насоса для
удаления избытка кислорода из среды и равномерного прогрева всего слоя питательного
раствора культуры. Интенсивность света на поверхности раствора составляла 8 кЛк.
Температура среды колебалась в диапазоне 25 - 29°С. В качестве питательной среды для
T. viridis, P. purpureum, использовали среду Тренкеншу, для Ch. vulgaris - среду Тамийя.
Объём среды в культиваторах составлял 5 л, при высоте слоя раствора 45 см.
На стационарной фазе роста культуры микроводорослей T. viridis и Ch. vulgaris,
разделяли на три равные части и к двум из них добавляли глицерин. Конечная концентрация,
которого составляла 10 и 20%. Клетки продолжали культивировать ещё в течение 24 ч.
Культуру клеток P. purpureum делили на три равные части: к первой доле клеток добавляли
10% глицерин, как описано выше. Ко второй доле сконцентрированных клеток прибавляли
их природные полисахаридами, выделенные при центрифугировании клеток, которые
микроводоросли синтезировали в процессе своего роста. Третья доля клеток была
заморожена без протекторов. Полученную пасту водорослей помещали в герметичные
пластиковые боксы и ставили в морозильную камеру (-14ºС). Перед замораживанием
изымали аликвоту каждой пробы водорослей и проводили биохимические исследования.
Регистрируемые показатели химического состава выражали в пересчете на сухую массу. Для
определения жизнеспособности изымали часть пробы водорослей и проводили реактивацию.
Срок пребывания микроводорослей в замороженном состоянии составлял для T. v iridis – 4 
мес., Ch. vulgaris – 7 мес., P. Purpureum – 2 года. Выявление живых и мертвых клеток
микроводорослей проводили методом витального дифференциального окрашивания клеток,
трипановым синим [2] с помощью светового микроскопа. Одновременно учитывали
количество реактивируемых клеток и определяли долю жизнеспособных клеток. Под
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жизнеспособностью подразумевали способность микроводорослей эндогенно поглощать
краситель. Критерием жизнеспособности также был рост микроводорослей на жидких
питательных средах. Для количественного учёта роста микроводорослей в культуре
использовали камеру Горяева.
Результаты и обсуждение
Анализ биохимических компонентов клеток T. viridis, культивируемых в течение 24 ч с 
глицерином разной концентрации показал, что в культуре с 10% глицерином статистически
значимо увеличивалось содержание хлорофилла «а» - на 36% и соответственно суммарных
хлорофиллов «а+в» – на 23%, каротиноидов – на 34%, РНК – на 33% и ДНК – на 12% по
сравнения с клетками водорослей без добавок, и к которым добавляли 20% глицерин. В
пробах без протектора и с 20% глицерином содержание хлорофилла «а», каротиноидов, РНК,
ДНК и резервных углеводов статистически не отличались друг от друга. Так же обнаружено,
что доля липидов и структурных углеводов с увеличением концентрации глицерина
прибавляемого к клеткам T. viridis возрастала, а содержание свободных нуклеотидов (СН)
наоборот снижалось. 
В клетках P. purpureum сохраняемых без протекторов при отрицательной температуре (-
14ºС) отмечено, снижение содержания каротиноидов на 38% и РКН на 31%, чем в клетках с
предварительно внесённым 10% глицерином. Значения остальных показателей
биохимического состава у сравниваемых образцов статистически не отличались. По
сравнению с культурой, замороженной с природными полисахаридами синтезируемыми 
клетками P. purpureum в процессе жизнедеятельности, снижалось содержание хлорофилла
«а» на 44%, каротиноидов – на 54%, липидов – на 56%, РНК – на 19%, запасных углеводов –
на 35%, структурных углеводов – на 54%. Исследование биохимических компонентов в
культурах сохраняемых с полисахаридами и 10% глицерином зарегистрировало, что в
клетках замороженных с 10% глицерином ниже доля хлорофилла «а» - на 38%, каротиноидов
– на 26%, липидов – на 53%, свободных нуклеотидов – на 14% и структурных углеводов – на 
29%, чем в клетках, заложенных на хранение с дополнительно внесёнными полисахаридами.
Характерной особенностью было то, что во всех культурах, независимо от добавленного
протектора так и без него, значения ДНК и белков были статистически одинаковы. 
Клетки T. viridis, C h. vulgaris и P. purpureum были реактивированы после 4, 7 и 12
месяцев хранения в морозильной камере. Доля клеток T. viridis, сохранивших
продукционные свойства, в пробе без добавок составляла 3%, в пробе с 10% глицерином -
100%, с 20% глицерином – 90%. Несколько иное распределение клеток способных к делению
отмечено у Ch. Vulgaris. В пробе без добавок их доля составляла 38%, в пробе с 10%
глицерином - 83%, с 20% глицерином – 100%. В культурах P. purpureum доля
жизнеспособных клеток в пробе без добавок составляла 10%, в пробе с 10% глицерином -
30%, с экзополисахаридами – 70%. 
Анализ полученные данных показал, что, в реактивированных пробах, замороженных как
без протекторов, так и с протекторами, согласно классификации клеток по
жизнеспособности [3], присутствуют клетки 5 типов (табл. 1), при этом разделение на 1 и 2
тип условно и для каждого вида водорослей специфично.
Такое распределение клеток связано с тем, что при низких температурах идет переход
мембранообразующих липидов из жидкокристаллического состояния в гелеобразное, это 
приводит к образованию весьма ригидной мембранной структуры, пластичность которой
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резко отличается от состояния мембран, находящихся при физиологических температурах.
При замораживании, из-за растущих внеклеточных кристаллов, идет сильное сдавливание и
деформация клеток, все это в конечном итоге приводит к появлению многих разрывов в
бислойной структуре клеточной мембраны и "выдавливанию" белков из мембраны,
соответственно к гибели клеток [4].
Таблица 1. Классификация реактивированных клеток микроводорослей по
жизнеспособности сохраняемых с протекторами. 
Глицерин, являясь проникающим криопротектором, препятствует формированию
кристаллов льда за счёт образования водородных связей с молекулами воды. При
определенной концентрации глицерин вызывает обезвоживание клеток, что в свою очередь,
повышает концентрацию внутриклеточных коллоидов. Последние в высоких концентрациях
проявляют защитные свойства: способствуют переохлаждению внутриклеточной среды и ее
частичному переходу в стеклообразное состояние, исключающее образование крупных,
повреждающих клетки, кристаллов льда.
Ростовые характеристики реактивированных культур микроводорослей T. viridis,
Ch. vulgaris и P. purpureum были практически идентичны контролю (культуры не
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- 5 35 - - 15 5 - 15 
Мёртвые 97 39 15 - - 31 5 - 9
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Таким образом, экспериментальным путём определено, что использование протекторов
позволяет предохранить биохимический состав микроводорослей от деградации при низких 
температурах хранения. Установлено, что для сохранения высокого количества
жизнеспособных клеток зелёных микроводорослей T. viridis и Ch. vulgaris при 
отрицательных температурах (-14ºС) в качестве криопротектора для T. viridis лучше
использовать глицерин в концентрации 10%, для клеток Ch. vulgaris - глицерин в
концентрации 20%, для красной микроводоросли P. purpureum - экзополисахариды,
синтезируемые самой водорослью. 
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